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論 文 内 容 要 旨
家族性 乳癌遺伝子BRCA1は家族性乳癌卵巣癌 の60%,10%が遺伝性 の上皮性卵巣癌 の40%で
変 異 が検 出 され る重 要な癌 抑制遺伝子である。 これまでの研究 によ り,BRCA1はDNA修 復,
転 写制御,細 胞周期調節,ク ロマチ ン リモデ ン リングな ど,細 胞内の様 々な機構 に関与 す ること
が明 らかにな ってい る。 その中で,BRCA1のDNA修 復能 は,癌 化 との直接的 な関与 が示 唆 さ
れ,特 に興 味深 い。 本研究 では,BRCA1のDNA二 重鎖切 断部位での働 きを詳 しく検討す るた
めに,レ ーザー照射 によって,生 細胞 の核の一部 にDNA二 重鎖切断 を特異的 に作成 し,修 復 タ
ンパ クの集 積 と解離 を リアル タイムで解析でき る新 しい方法 を用 いて,BRCA1のDNA二 重鎖
切 断部位 にお ける集積 と解離 を解析 した。
まず,GFPを 付加 したBRCA1の 野生型 と各種欠 失変 異体 の発現 ベ クターを作 製 し,DNA
二 重鎖 切断部 位へ の集積 を解析 した。BRCA1は,N末 端 にRINGド メイ ン,C末 端 にBRCT
ドメイ ンとい う特徴 的な構造 が存 在す るため,N末 端 また はC末 端 の欠失 がDNA二 重鎖切 断
へ の集 積 に影 響 を与 え ると予想 した。 しか し,BRCA1のN末 端 とC末 端 の両 方が欠失 した断
片 では集積 は認 め られなか ったが,BRCA1のN末 端 とC末 端 はそれぞれ独立 にDNA二 重鎖
切 断 に集 積 した。 さ らに,BRCA1のN末 端 とC末 端 の集積パ ター ンを比較 した ところ,N末
端 は,レ ーザ ー照射 後直 ちに集積す るのに対 して,C末 端 は徐 々にゆっ くりと集積 した。次 に,
他 のDNA修 復 因子 との関係 を調 べ るため,他 のDNA修 復 因子の欠損細胞 におけ る,BRCA1
のDNA二 重鎖切 断 への集 積を解析 した。H2AX ,ATM,DNAPKcs欠 損細胞 では,BRCA1
、 のN末 端,C末 端 と もDNA二 重鎖切断へ集積 し,影 響 は見 られ なか ったが,Ku80欠損細胞 に
おい て,BRCA1のN末 端がDNA二 重鎖切断へ集積 できなか った。 さらに,BRCA1とKu80
との相互作用 を解析 した ところ,BRCA1はKu80と相互 作用 し,こ の相互作用 はDNA障 害 に
よ って増強 し,BRCA1のN末 端 を介す ることが分 か った。 また,GFP付 加 したBRCA1のN
末端 の6種 類 の小 断片の発現 ベ クターを作製 し,DNA二 重鎖切断へ の集積能 を解析 した ところ,
これ までBRCA1の 機能 にお いて重要 とされて きたRINGド メイ ンの ある領域 とは異 な った,
100から200アミノ酸 の断片 も,DNA二 重鎖切 断へ集積 す る ことが分 か った。 さ らに,こ の領
域 に腫瘍 由来 の点突 然変異 を導入 しDNA二 重鎖 切断への集 積を解析 した ところ,DNA二 重鎖
切断 への集積 は減弱 し,こ れ らの点突然変異 による集積の減弱 が,癌 化 に関与 す ることが示唆 さ
れ た。BARD1はBRCA1のN末 端 と直接結 合す るタ ンパ ク として 同定 され,BRCA1と 同様
に,N末 端 にRINGド メイ ン,C末 端 には2つ のBRCTド メイ ンを持つ。BRCA1のN末 端,
Ku80とBARD1のDNA二 重 鎖 切 断 に対す る集 積 の パ ター ンを検 討 した と こ ろ,Ku80は
BRCA1のN末 端 と同様 に レーザー照射後直 ちに集積 したが,BARD1は ゆっ くりと徐 々に集
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積 し,BRCA1のN末 端 とは異 な った集 積パ ター ンを示 した。 さ らに,免 疫沈 降法 に よ り,
BRCAl-BARD1複合体 とBRCA1-Ku80複合体が別の複合体で あ ることが分 か った。
以上 よ り,BRCA1のDNA障 害部位 へ の集積 には二つ の メ カニ ズ ムが存 在 し,そ の うちの
BRCA1の速 い集積 はKu80との相互作用 に依存す るこ とが明 らか とな り,BRCA1はDNA二
重鎖切 断の修復 に多機能 に作用 するこ とが示 唆 され た。
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審 査 結 果 の 要 旨
本 博士論 文 は,家 族性乳癌遺伝子 であ るBRCA1の遺伝子 産物BRCA1のDNA二 重鎖 切断修
復機 能 につ いて,レ ーザー照射法 によ りBRCAlのDNA二 重鎖切断部位 にお ける集積 と解離を
リアル タイムで解析 した ものである。
その結 果,申 請者 は,(1)BRCA1のN末 端 とC末 端 はそ れぞれ独立 してDNA二 重鎖切 断
に集 積す る こと,(2)BRCA1のN末 端 とC末 端 の集 積パ ター ンの比較 か ら,N末 端 は,レ ー
ザ ー照射後直 ちに集積,C末 端 は徐 々に集積す る こと,(3)各種DNA修 復 因子 の欠損細胞 にお
いて は,H2AX,ATMお よびDNAPKcs欠損 細胞 ではBRCA1はDNA二 重鎖 切断 へ集 積 し
たが,Ku80欠 損細 胞 において はBRCA1のN末 端 がDNA二 重鎖 切断へ集積 で きな い こと,
(4)BRCA1はKu80と相互作 用 し,そ の相互作用 はDNA障 害 によ って増強す る こと,お よび
その結合 はBRCA1のN末 端 を介 す ること,(5)N末 端 の中 でRINGド メイ ンとは異 な る第
100から第200アミノ酸 の断片 も,DNA二 重鎖切断 へ集積す ること,(6)この第100から第200
ア ミノ酸の断 片に腫 瘍 由来 の点突然変異 を導入す ると,DNA二 重鎖切断へ の集 積は減弱す るこ
と,(7)Ku80はBRCA1のN末 端 と同様に レーザー照射後直 ちに集積 したが,BRCA1結 合 タ
ンパ ク質 であ るBARD1は 徐 々に集積 し,BRCA1のN末 端 とは異 な った集積 パ ター ンを示す
こ と,及 び(8)免 疫 沈 降法 によ り,BRCA1-BARD1複合体 とBRCA1-Ku80複合体 が別の複
合体 である こと,を 明 らか に した。
これ らの結 果は,BRCA1のDNA障 害部位 への集積 には,Ku80と の相互作 用 に依 存す る速
い集積 とBARD1と の相互作用 に依 存す る遅 い集 積の二 つ のメ カニ ズ ムが存在 す るこ とを強 く
示 唆す る もので あ り,BRCA1のDNA二 重鎖切断修 復機i能には複数 の分子が関 わ ることを明 ら
かに した新規性 のあ る研 究 と認め られ る。また,本 博士論文 の研 究成 果 は,将 来,乳 癌 の診断 や
治療法 の開発 に発展 しうる可 能性がある。
よ って,本 論文 は博士(医 学)の 学位論文 として合格 と認 め る。
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